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馬の涙液を用いたコルチゾールの測定
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要約：馬からもたらされる効果に関して，馬の揺れや体温，一体感などの人側から見た要因は多く検討され
ているが馬側の要因はほとんど解明されていない。生理的評価の一つとしてストレス反応を調べるために，
サンプルとして血液が利用されること多いが，一方で穿刺による馬のストレスがある。そのため穿刺による
侵襲的な方法ではなく，非侵襲的に採取可能なサンプルの有用性を明らかにすることは，馬の負荷を減らし，
生理的な反応をより明らかにするために重要である。涙液は血液から生成され，たんぱく質や電解質が含ま
れている。本研究では涙液中のコルチゾールを測定し，その有用性を明らかにすることを目的とした。穿刺
による採血と，シルマー法による涙液採取によって得られたサンプル内コルチゾールの濃度とその相関を求
めた。得られた結果から，血漿と涙液のコルチゾールの値には，正の相関が得られた（rs＝0.5，P＜0.01）。
これにより涙液は血液の変化を反映することが示唆され，十分に利用可能であることが明らかになった。採
血に頼らず非侵襲的に採取できる涙液を用いることで，今後セラピーホースや障がい者乗馬を生理的に評価
できる。
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1．　は じ め に
　人が動物から受ける効果には，精神的効果1） をはじめ社
会的効果2） など様々な効果が得られる。このような効果か
ら，動物介在活動や療法が国内外で取り組まれている。人
との関わりが深い様々な動物の中でも，馬と人との関わり
は長く，使役動物としての役割は古い3）。その走行力や観察
力をはじめとする馬の能力は高く，なかでも Clever Hans
と呼ばれた馬のもつ能力は有名である4）。この馬は「計算」
もできることで一躍有名になったが，実際には周囲の人間
の反応を観察して答えを得ていたことが判明し，馬の観察
力の高さを証明した。これらの特性から，馬に関する様々
な研究が行われてきた。
　また，乗馬による効果も数多く報告されており，特に
様々な障がいや疾患に有用であるといわれている。馬を用
いた研究や活動は治療的乗馬39） や，ホースセラピー39），馬
介在活動40） など多岐にわたる。これらの効果に関して，馬
の揺れ38） や体温37），一体感38） などの人側から見た要因の検
討は多くおこなわれているが，馬側の要因の解明はほとん
ど見受けられない。
　馬側の要因を解明することは，馬の活用に貢献するのみ
にとどまらず，ホースセラピーや馬介在活動の詳細なプロ
グラムの作成に不可欠である。また，馬は健常者や障害児
の活動内容の違いに異なったストレス反応を示すことが報
告されている5）。また，練習と本番では馬も人もコルチゾー
ルが上昇する6） といった報告がある。
　馬の他にも，介在活動に使われる動物種として犬は多く
の研究で使われる。犬を用いた介在活動の研究では，カテ
コールアミンの変化が報告されている7）。この研究では，
老人ホームへ訪問する犬のノルアドレナリンやアドレナリ
ンの活動前後の上昇率の変化に着目しており，参加日数が
増えるにつれてアドレナリンやノルアドレナリンが減少す
ることが報告されている。馬の特性を評価する研究として
は，「気質」8） や「行動評価」9）「学習」10）に関するものが多
く，これらの研究では馬はいずれも高い能力があることを
報告している。気質に関する研究では，刺激物に対する馬
の反応のみを評価するものや，ハンドラーからの促しによ
る刺激物への反応を人との関わりの有無によって評価して
いる11）。刺激に対する反応では，行動遺伝学との関連を調
べた研究もあり，馬の気質と遺伝子の配列には関係がある
ことが報告されている12）。さらに，乗馬による子供への判
断力や学習の効果に関する研究では，馬によって効果が異
なることが分かった13）。
　ストレスの程度を評価する生理学的な研究では，主に心
拍変動解析や液性サンプルを用いる。馬の平常時の心拍は
一般的に20～40 bpm程度といわれており，競走馬ではレー
スによって 200 bpm 以上になると言われている。このよ
うに馬の心拍は平常時と運動時との差が大きい。
　ストレス刺激は「視床下部–下垂体前葉–副腎皮質」へと
伝わる「HPA 系」と「視床下部–交感神経–副腎髄質系」
へと伝わる「SAM 系」とがある。これらが刺激されると，
ストレスマーカーであるカテコールアミンや糖質コルチコ
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イドが分泌される。これらの生理的ストレス反応を調べる
ために馬の頚静脈に穿刺し血液をサンプルとして利用する
ことが多く見受けられるが，一方で穿刺によるストレスが
存在する14）。そのため，穿刺による侵襲的な方法ではなく，
非侵襲的な方法を工夫することは，動物のためにも重要で
ある。ストレスマーカーによる研究は血液によるものが多
く15），ほかには尿16） や唾液17） を用いて研究が行われてい
る。ストレスマーカーとして唾液や尿が使われる理由とし
ては，非侵襲的に採取できることに加え，血液から唾液へ
と移行する成分の一つにコルチゾールなどが含まれるから
である。馬における唾液中と血液中のコルチゾールの濃度
を検証した論文には，輸送ストレス18） や新馬のトレーニン
グに関したもの19） がある。
　尿も唾液と同じように非侵襲的に測定が可能ではある
が，リアルタイムでの測定が難しいことや代謝物も含めた
測定も必要になる20）。同様に唾液も口腔内環境によって汚
染や希釈等が懸念される。そのため尿や唾液に関しては採
取前の注意事項や前処理の工程が多くあり，このことは得
られた濃度の信頼性にも関わる。
　さらに馬は人と同じように汗をかく動物である。汗を用
いたものでは，輸送による電解質の成分変化に関する研究
がある34）。より有用な汗の採取方法と場所を検討した研究
もあるが，乾燥による濃縮など課題もみられた35）。
　涙液は血液から生成され，成分中には血液由来のホルモ
ンなどのたんぱく質や電解質が含まれていることが一般的
に知られている21）。涙液中のホルモンの測定に関して，ハ
タネズミに性ホルモンを投薬し，涙液からその効果を観た
との報告22） があり，涙液中には多くのたんぱく質の存在が
証明されている。人の涙に関する研究では，アレルギー反
応の検査に涙液が有用である23） といった報告もあり，血液
同等の用途が報告されている。
　また馬の涙液を用いた研究では，眼病の検査のための方
法としてコルチゾールを測定した報告がある24）。この研究
では，採取の方法としてチューブを瞬膜に入れている。さ
らに穿刺によってコルチゾールを直接投薬し，涙液中と血
漿中のコルチゾールが同様に上昇したことを述べている。
また，涙液中コルチゾールにはたんぱく質結合及び非結合
のコルチゾールが確認されている。さらに，老齢馬と若齢
馬での涙液中コルチゾール濃度の変化を測定した研究では
下垂体性間質機能障害の有無で涙液の生産に差があること
を報告している25）。しかし，これらの研究は眼病における
臨床研究を目的としており，ストレスや行動指標としての
研究報告は見受けられない。
　本研究では涙液によるコルチゾールの測定の検証と涙液
の病理目的以外での有用性を明らかにすることを目的とし
た。
2．　方　　　法
⑴　使用馬
　馬は，東京農業大学農学部バイオセラピーセンター（神
奈川県厚木市）で飼育されている 4 頭（アラブ セン 27 歳，
北海道和種 セン 11 歳，アパルーサ 牝 18 歳，シェットラ
ンドポニー 牝 16 歳）および麻布大学（神奈川県相模原市）
で飼育されている 4 頭（木曽 セン 25 歳，木曽 牝 10 歳，
中半血 牝 20 歳，ポニー 牝 20 歳）を用いた。すべての馬
は，獣医師によって健康であることが確認され，十分な馴
致を行った上で実験を行った。本実験は東京農業大学動物
実験委員会の承認のもと，行った（承認番号 260029）。
⑵　採血および採涙
　採涙及び採血は，Pre と Post の安静時に行い，蹄洗場
に係留して行った。係留は，馬が足の踏みかえや虫を追い
払うことができるようにゆとりをもって係留した。係留か
ら必要量の涙液を確保するために 10 分程度かかった。採
涙が困難だった一部の個体においては，さらに時間をかけ
る必要があった。採涙および採血は，一部の採涙が困難で
あったものを除き，馬を馬房から出して 10 分以内での採
取に努めた。
　採血は採涙中に行い，それぞれの採取に伴うタイムラグ
を減らすよう行った。Post は運動後すぐに係留し採取し
た。
　採取を行った時間はバイオセラピーセンターでは 10 時
─11 時の時間帯内に，また麻布大学では 11 時─12 時の
時間帯で各個体の血液と涙液を採取した。2 つの施設で採
取の時間が異なるのは，それぞれの施設によって朝の給餌
時間が 1 時間半ほど異なるためである。採餌によるコルチ
ゾール濃度の変化に影響されないよう，麻布大でのサンプ
ルの採取は時間を遅らせて行った。
　血液は頸静脈に穿刺し，18 ゲージの注射針（テルモ株式
会社，東京）を用いて 10 ml シリンジ（テルモ株式会社，東
京）に 5 ml 採取した。採取後すぐに EDTA 入り真空採血
管（テルモ株式会社，東京）に移し，冷却遠心機で 4℃ 3000
回転，10 分間で血漿を分離した。血漿はエッペンチュー
ブ（BM 機器株式会社，東京）に移し，解析まで－80℃で
保存した。
　 涙 液 の 採 取 に は， グ ラ ス フ ァ イ バ ー フ ィ ル タ ー
（ADVANTEC 社，東京）を用いた。グラスファイバーフィ
ルターを 1/8 サイズに切り，シルマー方式により馬の両眼
の下瞼及び瞬膜に挟み込み涙液を採取した。1 回の採取で
両眼併せて約 200 µl 得るため，平均約 5 分要した。涙液
を含んだろ紙は，セントリカット超ミニ膜口径（膜口径
0.45 µ, 倉敷紡績株式会社，岡山）に入れ，4℃ 6000 回転，
10 分間に設定し分離を行った。得られた涙液はエッペン
チューブ（BM 機器株式会社，東京）にて保存した。涙液
は，測定まで－80℃にて保存した。
表 1　使用馬の品種・性別・年齢・飼育場所
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　コルチゾールの解析には，EQUINE CORTISOL ELISA 
TEST KIT（Endocrine Technologies, Inc. U.S.A）を用い
た。冷凍保存した血漿を 100 µl 用いた。涙液のアッセイは
100 µl 以上の必要量を確保できないことがまれにあったた
め，デュプリケイトを優先するために涙液を 50 µl 用いて
希釈をせずに行った。解析には 1 サンプル 2 連で行い，平
均値を用いた。プレートリーダーはマイクロプレートリー
ダーパワースキャン MX BT-SMATBL（株式会社ベイ・
バイオ・イメージング。神奈川）を用いた。血漿サンプル
のイントラアッセイの変動値は 6.0%cv, 涙液のイントラ
アッセイの変動値は 4.6%cv であった。
⑶　心拍測定
　 馬 の 心 拍 は 心 拍 計 ホ ル タ ー POLAR RS800（PolarⓇ 
Electro Öy, Kempele, Finland）を用いて測定を行った。心
拍計を馬の胴胸部に巻き，無口頭絡の顎に受信機を取り付
けて心拍数及び R-R 間隔を計測した。得られた R-R 間隔
から自律神経変動を求めた。変換には，Polar Pro Trainer 
5 software（Polar Electro OY, Kempele, Finland） 及 び
Kubios HRV（version 2.0, University of Kuopio, Finland）
を用いた。高周波域は 0.1～0.5 Hz, 低周波域は 0.01～0.1 Hz
に設定し，外れ値を除いて変換を行った。
　実験は，Pre の安静時 5 分，運動 20 分，Post 安静 5 分間
の計 30 分行った。運動は，安静時の心拍（20～40 bpm）
に対して，3 倍の運動強度の心拍 120 bpm 以上になるよう，
速歩及び駆歩での調馬策運動を 20 分間行った。
　実験は日を変え，複数回行った。
⑷　統計解析
　得られたデータの解析には，運動前後でのコルチゾール
濃度は関連二群 t 検定を用いて行い，血漿中コルチゾール
濃度と涙液中コルチゾール濃度の関係はスピアマンの順位
相関係数検定によって統計処理を行った。心拍数の解析に
は，外れ値や計測不可能であったデータを除いて運動前と
運動中の値を，関連二群 t 検定を用いて検定を行った。
3．　結　　　果
　本研究により，ろ紙を下瞼及び瞬膜に挿入してから約 5
分の採取で両眼併せて 200 µl の涙液の採取が可能であっ
た。また，涙液の分泌が少ない馬は，時間をかけることで
必要量の採取が可能であった。採涙が難しく，最低限の量
の確保に時間がかかった涙液のコルチゾールの濃度も本研
究におけるストレスの評価材料としては問題がなかった。
　コルチゾールの解析の結果，血漿（n＝36，34.53±16.98 
ng/ml）及び涙液（n＝36，17.97±6.72 ng/ml）からコルチ
ゾールが十分に検出された（表 2）。得られた濃度をもと
に，スピアマンの相関係数によって検定をした結果，血漿
中コルチゾール濃度に対して，涙液中コルチゾール濃度は，
有意な正の相関が得られた（rs＝0.5，P＜0.01）（図 1）。
　心拍数の変化は，運動前（31.71±10.73 bpm）に対して，
運動中（150.71±22.44 bpm）が有意に高い結果となり，目
的とした運動強度を満たした（図 3）。
　運動の前後での変化を関連二群の T 検定によって検定
を行った結果，血漿中及び涙液中コルチゾールの値は有意
な変化は得られなかった（図 2）。年齢の違いによる変化を
求めたが，高齢馬（20 歳以上）のコルチゾール濃度（18.55
±5.86 ng/mL）に対して壮齢馬（10 歳以上 20 歳未満）の
コルチゾール濃度（22.42±2.81 ng/ml）との間に統計的に
表 2　血漿及び涙液のコルチゾールの濃度
図 1　血漿中コルチゾール濃度と涙液中コルチゾール濃度の
相関　スピアマンの順位相関係数 rs＝0.5，P＜0.01
図 2　運動前後での血漿中および涙液中コルチゾールの変化
図 3　関連二群 t 検定による運動前（31.71 bpm±10.73）と運動
中（150.71±22.44 bpm）の心拍の変化．運動前に比べ，運
動中は有意に高い結果となった．（mean±SD, ** P＜0.01）
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有意な差は得られなかった。また，R-R 間隔から得られた
自律神経変動にも，有意な変化は得られなかった。
4．　考　　　察
　涙液を希釈せず，血液と同一の工程でアッセイを行った
結果，涙液からも同様な結果が得られた。涙液中コルチ
ゾール濃度と血漿中コルチゾール濃度との間に，有意な正
の相関が得られたことから，涙液中のコルチゾールにより
ストレスの評価が可能であると考えられる。この結果は，
過去に報告24） があった研究と同様，涙液中と血液中のコル
チゾールには正の相関関係にあると言える。
　さらに，日内変動や給餌の影響を考慮しても，涙液中コ
ルチゾールと血漿中コルチゾールは十分な相関関係を示し
ていた。運動前後の変化に関しても，涙液と血漿ともに有
意な変化は得られなかったことから，このレベルの運動で
は「ストレス」をもたらすほどのものではないことが示唆
された。これは，調馬策運動が日ごろからおこなわれてい
る基礎調教であること，騎乗に比べると物理的負荷が少な
かったことが影響しているのではないかと推察した。
　また，運動強度と持続時間により，コルチゾールの増加
に違いがあったとの報告26） から，騎乗者のいない調馬策運
動は，対象馬にとってストレスの少ない運動であったと考
えられる。運動内容による反応の違いとして，騎乗による
運動とホースセラピーの活動では，コルチゾール値の変化
に有意な違いはなかったという報告もある5）。しかし，ス
トレッサーの強度と期間によってはコルチゾールの動態は
変化することが予想されていること27） から，ホースセラ
ピーなどにおいて，コルチゾールを評価することが重要で
ある。また，コルチゾールは年齢による個体差は影響しな
いといった報告もあり28），本研究の結果においても年齢に
よる影響はなかったと考えられる。
　競走馬のトレーニングでは，心拍が 200 bpm まで上昇
すると言われており，本研究では安静時（20～40 bpm）の
約 3 倍以上である 120～180 bpm まで上げるよう統制した
が，コルチゾールへの反応を促すほどではなかった。また，
負荷を与える時間との関係に関して，運動開始 5 分がピー
クになり 15 分にかけて有意に高い結果となるという報告
もある19） が，本研究での運動負荷（時間 20 分）では，馬に
対してコルチゾールの上昇をもたらすほどではなかった。
　しかし本研究の最大の目的である血漿中コルチゾール濃
度と涙液中コルチゾール濃度の変化では，双方とも運動前
後での統計的有意差はなかったことから，涙液中のコルチ
ゾール濃度の変化は，血漿中コルチゾール濃度との関係性
が十分にあると考えられる。
　現在，馬の涙液を用いた評価には病理目的のものがほと
んどであり，ホースセラピーや障がい者乗馬に使われる馬
の生理的な指標には，血液や尿に頼るものがほとんどであ
る。しかし，尿や唾液によって行う評価には，様々な留意
点がある。尿の場合は，クレアチニンによる補正が必要と
なることや，細かな採取が困難なこと，採取までに時間が
かかることが課題となっている。唾液中と血液中の関係性
を調べた研究においては，密接な関係があることを述べた
研究と42），個体によって正の相関が得られなかった研究の
双方が存在している43）。このように，馬においてコルチゾー
ル測定に唾液を用いることは有用だとは認められているも
のの，依然として課題は存在している。糞を用いた場合は，
腸内通過時間によるタイムラグが 1 日程度あることが確認
されている41）。これらのことから，即時的な評価を行いた
い研究にはこれらのサンプルは課題が多い。
　しかし，本研究の涙液を用いたコルチゾールの測定では，
血漿中コルチゾール濃度との変化には時間差はなく，さら
に十分な関係性があり，即時的な評価を行うには有用であ
ると考える。また涙液は尿や糞よりリアルタイムな測定が
可能であったことが報告されている24）。
　これらのことから，ストレスの評価を目的としたバイオ
マーカーとしての涙液は有用であるといえる。瞼にろ紙を
挟むシルマー法による採涙は，比較的容易であること，
50 µl でアッセイが十分に行えたこと，原液のままで検出で
きたことなど，今後の応用において，有用な成果が得られ
たといえる。非侵襲的に採取できる涙液を用いることで，
今後セラピーホースや障害者乗馬の健康評価やストレス評
価が可能であり，その必要性が高まることが期待される。
　馬のこれまでの健康管理は，「血液」の採取が不可欠で
あった。十分に馴致すれば，馬の採血は比較的容易である
が，一日に何回も採血すると，ほとんどの馬が明らかな忌
避行動を示す。しかし，涙液の採取であれば，短時間に数
回採取しても，忌避行動を示すことはほとんどない。本研
究において馴致に要した回数は 1 回でほぼ完了し，多くて
3 回程度だった。馴致の内容は目を掌でなで，瞼を引き下
げることを繰り返し行った。また，各工程を受け入れるた
びに報酬を与え，条件づけることで馴致を行った。この方
法で研究に使用した全ての馬は採取が可能であった。
　これらのことから，様々な生理的パラメータの測定に涙
液は有用であると考えられる。さらに，涙は常に少量ずつ
分泌されており，瞬目のたびに新しい涙液が分泌されるた
め，唾液や尿といったサンプルよりはさらに信頼性も高い
と考えられる。
　今後は，カテコールアミンやオキシトシンなどの神経伝
達物質およびコルチゾール以外のホルモンなどの測定が涙
液で可能か検証することが求められる。
　馬と同様に他の動物での応用性もある。野生のアザラシ
から涙液・唾液・血液を採取し，コルチゾールの検出を行っ
た結果，血清と涙液に相関が得られたとの報告もある29）。
馬と同じような大型家畜には牛や豚といった動物が一般的
に挙げられる。かねてより牛は季節により採餌量や乳量に
変化をきたすが，これは気温の変化に伴うものとされてい
る31）。気温や飼育状況のストレス評価には，糞や血液，乳
牛の場合は乳汁から生理的測定を行っている。豚の場合，
輸送ストレスの評価に呼吸数や体温の他にも採血によって
評価しているものもある32）。また，飼料と酸化ストレスの
評価に関して，血清を用いて評価している論文も見受けら
れる33）。しかし，乳牛の場合，生理的指標を乳汁から評価
できるが，乾乳牛や肉牛といった場合，血液や尿，唾液に
頼らざるを得ない。さらに豚は肉資源としての利用が主で
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あり，血液に頼る研究がほとんどである。したがって非侵
襲でとれるサンプルは牛同様，尿や唾液によって評価する
ことになる。しかし，これらのサンプルの場合，前述した
ように採取方法や処理に様々な課題を抱える。また，アザ
ラシのような野生動物の生態調査においても，感染リスク
のある血液に頼らず，涙液を用いることで，より安全にか
つ非侵襲にサンプルの採取が可能になると考える。
5．　結　　　論
　本研究は，馬の生理的指標の新たなサンプルとして涙の
有用性を示し，さらにストレス評価としての十分な有用性
も新たに示した。血漿中と涙液中のコルチゾール濃度の変
化が相関関係を示したことから，涙液中のコルチゾール濃
度の信頼性は高い。これらにより，馬の生理的パラメータ
に関して，より非侵襲的な採取と検体への負担を減らすこ
とにより，正確な評価が可能となる。また，コルチゾール
以外の液性物質の検証も可能であることから，新たな研究
成果を生み出すことが期待される。
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Summary：Regarding the effects brought about by horses and/or riding,  there are many studies of 
factors viewed from the human side, such as horse swing and matching, whereas the  factors  from the 
horse side have not been elucidated.  As a method of sampling for physiological evaluations like stress 
reactions, blood is often used,  in which sampling is accompanied by pain.   Therefore,  it  is  important to 
consider the usefulness of non-invasive sampling, in order to reduce the load on horses and to gain more 
physiological  information  about horses.   Tears  are produced  from blood and contain proteins  and 
electrolytes.  In this study, we aimed to measure the concentration of cortisol in tears and to clarify the 
usefulness of tear sampling.  The significant positive correlation of cortisol concentrations was obtained in 
blood sampling by puncture and  in  tears  fluid by Schirmer method  (rs＝0.5, P＜0.01),  suggesting that 
tears  fluid was  fully available  in horses.   By using  tears collected non-invasively,  the physiological 
evaluations of horses would be possible in horse-facilitated activity and therapy in the future.
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